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SUMMARY
M i c r o o r g a n i s m s  w h i c h  a r e  a b l e  t o  g r o w  o n  r e d u c e d  C l - c o m p o u n d s
s u c h  a s  m e t h a n e  a n d  m e t h a n o l  o c c u r  a b u n d a n t l y  i n  n a t u r e .  I n  t h e
l a s t  t w o  d e c a d e s  d e t a i l e d  s t u d i e s  h a v e  b e e n  m a d e  o f  t h e  m e t a b o l i s m
o f  m e t h a n o l  i n  a  v a r i e t y  o f  b a c t e r i a  a n d  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  r e -
v e a l e d  t h e  f a s c i n a t i n g  b i o c h e m i c a l  p a t h w a y s  t h a t  h a v e  d e v e l o p e d  t o
e n a b l e  t h e s e  o r g a n i s m s  t o  g r o w  o n  t h e s e  c o m p o u n d s  ( c h a p t e r  I  l ) .
S u r p r i s i n g l y ,  u n t i  |  1 9 7 2  n o t h i n g  w a s  k n o w n  o f  t h e  m e t a b o l  i s m  o f
m e t h a n o l  i n  y e a s t s ,  I n  t h e  p r e c e e d i n g  y e a r s  i t  w a s  s h o w n  b y  J a -
p a n e s e  w o r k e r s  ( a n d  o t h e r s )  t h a t  y e a s t s  c a p a b l e  o f  g r o w t h  o n  m e -
t h a n o l  o c c u r r e d  i n  n a t u r e .  A l s o  i n  o u r  l a b o r a t o r y  m e t h a n o l - a s s i -
m i  l a t i n g  y e a s t s  h a d  b e e n  i s o l a t e d  w h i c h  s h o w e d  q u i t e  r a p i d  g r o w t h
o n  t h i s  C 1 - c o m p o u n d .  S i n c e  t h e  m e t a b o l i s m  o f  m e t h a n o l  i n  t h e s e  o r -
g a n i s m s  w a s  c o m p l e t e l y  u n k n o w n ,  i t  w a s  a n  i n t e r e s t i n g  t a s k  t o  t r y
a n d  c o n t r i b u t e  t o  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e n e r g y  m e t a b o l  i s m  i n
t h e s e  o r g a n  i  s m s .
T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  s o m e  b i o c h e m i c a l ,  u l t r a s t r u c t u r a l  a n d  p h y -
s i o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  m e t h a n o l  o x i d a t i o n  b y  y e a s t s .  T h e  s t u d y  w a s
s t a r t e d  w i t h  a t t e m p t s  t o  i s o l a t e  y e a s t s  c a p ê b l e  o f  g r o w t h  o n  m e -
t h a n o l .  U s i n g  s p e c i f i c  e n r i c h m e n t  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r
|  |  l ,  severa l  s t ra ins  o f  Candída  bo id ín i i  and  P 'Lch ia  p inus  cou ld  be
i s o l a t e d .  A  s u b s e q u e n t  s c r e e n i n g  o f  a  n u m b e r  o f  y e a s t  s p e c i e s ,
t a x o n o m i c a l ' l y  r e l a t e d  t o  t h e s e  o r g a n i s m s ,  r e v e a l e d  t h a t  a  r e -
s t r i c ted  number  o f  spec ies  o f  the  genera  Hansenu la ,  P ích i .a  and
C a n d i d a  p o s s e s s e d  t h e  c a p a b i  I  i t y  o f  u t i  I  i z i n g  m e t h a n o l  a s  t h e  o n l y
c a r b o n -  a n d  e n e r g y  s o u r c e .  I n  o r d e r  t o  t r y  a n d  a n s w e r  t h e  q u e s t i o n :
h o w  d o  y e ê s t s  g e n e r ê t e  e n e r g y  f r o m  t h e  o x i d a t i o n  o f  m e t h a n o l ,  i t
w a s  d e c i d e d  t o  s t u d y  o n e  o f  t h e  a v a i l a b l e  o r g a n i s m s  i n  m o r e  d e -
t a i  I  r a t h e r  t h a n  t o  i n i t i a t e  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  w i t h  s e v e r a l  s p e -
c i e s .  F o r  t h i s  p u r p o s e  t h e  y e a s t  H a n s e n u L a  p o l y m o z p h a  w a s  s e l e c t -
e d ,  a n  o r g a n i s m  w h i c h  s t o o d  o u t  a s  a n  e x c e l l e n t  g r o w e r  o n  m e t h a n o l
a s  w e l l  a s  o n  o t h e r  o r g a n i c  s u b s t r a t e s ,  i n  b a t c h -  a n d  c o n t i n u o u s
c u l t u r e s .  N e v e r t h e l e s s ,  i t  h a s  b e e n  t r i e d  ( a s  f a r  a s  p o s s i b l e )  t o
c o m p a r e  s u p e r f i c i a l  l y  t h e  m e c h a n i s m  o f  m e t h a n o l  o x i d a t i o n  i n  H a n -
s e n u l a  p o l y m o r p h a  w i t h  a  f e w  o t h e r  y e a s t  s p e c i e s .  F o r t u n a t e l y ,  i n
t h e  c o u r s e  o f  o u r  s t u d i e s  a  n u m b e r  o f  r e o o r t s  f r o m  G e r m a n  a n d  J a -
p a n e s e  r e s e a r c h  g r o u p s  a p p e a r e d  i n  t h e  I  i t e r a t u r e  o n  t h e  m e c h a n i s m
o f  m e t h a n o l  o x i d a t i o n  b y  y e a s t s .  M a i n l y  a s  a  r e s u l t  o f  t h e i r  e x -
c e l l e n t  s t u d i e s  i t  i s  n o w  p o s s i b l e  t o  d r a w  s o m e  g e n e r a l  c o n c l u s i -
o n s  o n  t h e  b i o c h e m í s t r y  o f  m e t h a n o l  o x i d a t i o n  i n  y e a s t s .
D u r i n g  o u r  s t u d i e s  o n  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  m e t h a n o l  o x i d a t i o n  o f
HansenuLa po lymorpha i t  was  found tha t  g rowth  o f  yeas ts  on  metha-
n o l  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a  d r a s t i c  c h a n g e  i n  i n t r a c e l  l u l a r  s t r u c t u r e .
W h e n  g r o w n  o n  m e t h a n o l  t h e y  c o n t a i n e d  m a n y  m i c r o b o d i e s  w h i c h  w e r e
a b s e n t  o r  r a r e  d u r i n g  g r o w t h  o n  o t h e r  c o m p o u n d s  s u c h  a s  g l u c o s e  o r
e t h a n o l  ( c h a p t e r  l V ) .  0 n  t h e  b a s i s  o f  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e s e
o r g a n e l  l e s  p o s s  i  b l y  c o n t a  i  n e d  e n z y m e s  i  n v o l  v e d  í  n  t h e  o x i  d a t  i o n  o f
m e t h a n o l ,  i t  w a s  t h o u g h t  t o  b e  r e l e v a n t  t o  t r y  a n d  a s c e r t a i n  t h e
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I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  e n z y m e  w h i c h  i n i t i a t e s  t h e  o x i d a t i o n  o f
m e t h a n o l  t o  C 0 2  i s  s t r i c t l y  d e p e n d e n t  o n  o x y g e n  a s  a n  e l e c t r o n  a c -
c e p t o r .  l t  c a t a l y z e s  t h e  o x i d a t i o n  o f  m e t h a n o l  t o  f o r m a l d e h y d e  a n d
g e n e r a t e s  h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n  t h e  p r o c e s s  ( c h a p t e r  V ) .  T h e  i n -
v o l v e m e n t  o f  t h i s  m e t h a n o l  o x i d a s e ,  w h i c h  i s  a l s o  c a p a b l e  o f  o x i -
d i z i n g  f o r m a l d e h y d e ,  i m p l i c a t e s  t h a t  a t  l e a s t  o n e  t h i r d  o f  t h e  r e -
d u c t i o n  e q u i v a l e n t s ,  g e n e r a t e d  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  m e t h a n o l  t o
C 0 2  i s  n o t  u s e d  f o r  A T P  s y n t h e s i s .
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r  V l  s h o w  t h a t  i n  m e t h a n o l - g r o w n
H a n s e n u L a  p o L y m o r p h a  c a t a l a s e  c a n  p r e v e n t  a  t o x i c  a c c u m u l a t i o n  o f
t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  p r o d u c e d  b y  m e t h a n o l  o x i d a s e ,  i n  t w o  w a y s .
T h e  e n z y m e  c a n  e i t h e r  f u n c t i o n  c a t a l a t i c a l  l y ,  d e c o m p o s i n g  h y d r o g e n
p e r o x i d e  t o  o x y g e n  a n d  w a t e r ,  o r  p e r o x i d a t i v e l y .  I n  t h e  l a t t e r
c a s e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  i s  u s e d  t o  o x i d i z e  m e t h a n o l ,  f o r m a l d e h y d e
a n d  f o r m a t e .  A l s o  i n  t h e s e  r e a c t i o n s ,  e n e r g y  i s  d i s s i p a t e d  a s
h e a t .
C y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  o n  t h e  l o c a l  i z a t i o n  o f  m e t h a n o l  o x i d a s e  a n d
c a t a l a s e  r e v e a l e d  t h a t  t h e s e  e n z y m e s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  m i c r o -
b o d i e s  ( c h a p t e r  V l l ) .  T h e s e  o r g a n e l l e s  t h e r e f o r e  h a v e  t o  b e  r e -
g a r d e d  a s  p e r o x i s o m e s ,  o r g a n e l  l e s  w h i c h  ( b y  d e f i n i t i o n )  c o n t a i n
o n e  o r  m o r e  o x i d a s e s  a n d  c a t a l a s e .  l t  i s  t h o u g h t  t h a t  p e r o x i s o m e s
a r e  i n v o l v e d  i n  o x i d a t i o n  r e a c t i o n s  ( c a t a l y z e d  b y  o x i d a s e s  a n d
c a t a l a s e )  i n  w h i c h  p o t e n t i a l  c h e m i c a l  e n e r g y  i s  i o s t  a s  h e a t .
I n  c h a p t e r  V l  |  |  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  o f  a  s t u d y  o f  t h e  k i -
n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  f o r m a l d e h y d e -  a n d  f o r m a t e  d e h y d r o g e n a s e .  M e -
t h a n o l - u t i  I  i z i n g  y e a s t s  a r e  s t r i c t l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  r e a c t i o n s ,
c a t a l y z e d  b y  t h e s e  e n z y m e s ,  f o r  t h e i r  s y n t h e s i s  o f  A T P . 0 n l y  t h e s e
e n z y m e s  w h i c h  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  l o c a t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m
c a n  s u p p l y  t h e  m i t o c h o n d r i a  w i t h  N A D H  f o r  t h e  p r o c e s s  o f  o x i d a t i v e
p h o s p h o r y  I  a t  i  o n  .
A  m o r e  d e t a i l e d  s t u d y  o f  t h e s e  i m p o r t a n t  e n z y m e s  w a s  t h o u g h t  t o
be requ i red  s ince  the  fo rmête  dehydrogenase o f  Hansenu la  po lymoz. -
p h a  s h o w e d  a  K ,  f o r  f o r m a t e  o f  4 0  m M ,  i m p l i c a t i n g  t h a t  r a t h e r  h i g h
a m o u n t s  o f  f o r m a t e  h a v e  t o  b e  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  i n  o r -
d e r  t o  e n a b l e  a  s i g n i f i c a n t  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  N A D H  f r o m  f o r m a t e .
H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  c h a p t e r  c o n f i  r m e d  t h e  h y p o -
t h e s i s  t h a t  s u c h  a  t o x i c  a c c u m u l a t i o n  o f  f o r m a t e  i s  n o t  l i k e l y
t o  o c c u r ;  S - f o r m y l g l u t a t h i o n e  i s  p r o b a b l y  t h e  i n  v i v o  s u b s t r a t e
f o r  t h e  f o r m a t e  d e h y d r o g e n a s e  o f  m e t h a n o l - u t i l i z i n g  y e a s t s .  T h i s
e n z y m e  s h o w s  a  r e l a t i v e l y  h i g h  a f f i n i t y  f o r  S - f o r m y l g l u t a t h i o n e ,
w h i c h  i s  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  g l u t a t h i o n e - d e p e n d e n t  o x i d a t i o n  o f
f o r m a l d e h y d e ,  c a t a l y z e d  b y  f o r m a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r  l X  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n v o l v e -
m e n t  o f  p e r o x i s o m a l  e n z y m e s  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  m e t h a n o l  h a s  i m -
p o r t a n t  p h y s i o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e s .  D u r i n g  g r o w t h  o f  H a n s e n u L a
p o L y m o r p h a  i n  m e t h a n o l - l  i m i t e d  c h e m o s t a t  c u l t u r e s ,  t h e  a m o u n t  o f
m e t h a n o l  o x i d a s e  i n  t h e  c e l  l s  i n c r e a s e d  w i t h  d e c r e a s i n g  g r o w t h
r a t e  u p  t o  2 0 %  o f  t h e  s o l u b l e  p r o t e i n ,  p r o b a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  t h e
lour  af f in i ty  of  the enzyre for  nethanol .  The involvement  of  an
oxygen-dependent  methanol  ox idase was a lso ref lected in  the growth
y ie ld  o f  t he  o rgan i sm.  T l re ,max ima l  ce l  I  y i e l d  o f  t he  yeas t  was
found  to  be  l ouu  (0 .18  g  ce l l s /g  me thano l )  i n  compa . i son  w i th  bac -
te r i a  f o r  wh i ch  y Íe lds  on  n re thano l  up  to  0 .53  have_been  repo r ted .
In  t hese  l a t t e r  o rEan i sms  the  ox ida t i on  o f  me thano l  t o  f o rma lde -
hyde i  s  Í Í tost  probably I  inked to ATp synthes is .
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